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摘 要 


wee Pew (Agkisirodon halys Pallas) He JS HE dn BE SESE AA 
(0.25 毫 交 / 公 斤 》 可 使 血浆 凝血 锭 时 间 显著 延长 ， 这 是 由 于 血浆 纤维 惨白 上 哲 的 
水平 下 降 及 其 性 质 上 的 变化 引起 的 。 表 现在 对 Ristocetin 的 亲 合 力 显著 降低 。 
此 凝血 诲 时 间 之 延长 可 被 甲 匠 胺 兰 部 分 纠正 。 葡萄 球菌 狂 集 试验 表明 体内 有 大 
景 纤维 蛋白 降解 产物 《FDP》 产 生 。 体外 实验 表明 该 酶 不 激活 上 和 IT。 

上 述 结果 说 明 ， 类 凝 自 酶 的 体内 抗 凝 作用 除 由 于 纤维 蛋白 原 含 量 降 低 及 性 
质 上 有 变化 外 ， 还 与 给 药 后 体内 大 长 纤维 蛋白 路 解 产 物 的 形成 有 关 。 


关键 词 St ZEON RE KS 


许多 量 亚 科 毒蛇 蛇毒 中 含有 类 凝血 酶 活性 成 份 。 其 中 某 些 已 被 分 高 纯 化 。 ISE ih 
相似 ， 它 可 直接 作用 于 纤维 蛋白 原 《Fbg) RRR 但 它 作用 于 Fbg 时 一 般 只 释放 血 纤 
ikA (FPA)， 且 不 激活 XI 因子， 不 引起 纤维 蛋 自 交 联 ， 由 此 生成 的 “meek” RAE 
被 体内 纤 溶 系统 溶解 。 册 于 它 不 断 必用 于 Fbg, 使 体内 的 Fbg 水 平 降低 ， TE i FAR EK 
2c, MITE A TREE. MERAT A Me ERE, 并 已 制 成 商品 。 如 
从 红 口 首 蛇 毒 中 提取 的 Anacrod， 从 美洲 矛头 效 蛇 毒 中 提取 的 Reptilase 以 及 从 东 部 He BE 
响尾蛇 蛇毒 中 提取 的 Crotalasc 等 。 

se A PUR ACES LE EET TR, Ra ER. We iy LE He 
取 的 类 凝血 酶 已 被 用 于 临床 试验 ， 取 得 了 较 好 的 效果 。 

RAIS AUTRE (A. halys Pallas) 毒 中 分 离 纯化 了 一 个 类 凝血 酶 。 和 其 他 蛇 
毒 类 将 了 季 酶 不 同 ， 它 作用 于 Fbg 时 除 释 放 FPA 外 ， 还 释 放 FLB， 而 且 FPB F FPA # 
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U FRARVMSOCOM EAR, TMM, CHAREE NK 
aide URS AS. Jio RIAMLI ALERA DAR 进行 了 观 
R SURGE TR. 





材料 与 方法 


OS ie SESE Ak sin Be BUBB SD BLE 

SBN, RIOR, WFAO.02MEDTA, 0.005M, pH7.8RRAM W, MH 
县 至 电导 与 平衡 液 相 园 ， 上 DE-32 纤 维 素 层 析 柱 〈3 x 100HK) ， 用 0.01MM， pH7.8 
WEMA EO -0.144XaCl 直 线 梯度 洗 脱 ， CE EL IK HH 部 分 ， 
浓缩 。 然 后 再 上 Scphadex G -75 层 析 柱 〈3.5x115 厘 米 ) ， MA0. 2M NaCl 的 0.02 M 
NaHCO3 深 液 洗 脱 ， 收 集 活性 部 分 ， 浓 缩 ， 了 脱盐， 冻 干 。 


类 凝血 酶 的 毒性 试验 

下 生理 盐水 将 上 述 酶 制剂 配 成 一 定 浓度 的 溶 滤 。 随 机 编组 体重 18 一 20 克 的 小 白鼠 ， 
每 组 6 只 ， 每 只 注射 量 为 0.5 毫 升 ， 种 组 每 只 酶 的 剂量 分 别 为 29，30，40 微 克 , 观察 24 小 
时 后 处 死 解 前 ， 观 察 有 无 出 血 点 。 对 照 组 用 粗 毒 技 10 微 克 10.5 毫 升 一 只 放量 注射 小 忌 。 


”类 凝血 酶 对 XII 因 子 的 作用 
取 抗 放血 浆 0.2 毫 升 , 肝素 0. 1 毫升 (0.5 毫 克 / 毫升 )， 类 凝血 酶 9.1 毫 升 〈2.5 毫 区 / 毫 
SL) 以 及 0,1 毫 天 0.025M1CaCl,， 混 售后 冒 37"C 水 浴 保 温 。 待 形成 凝 块 后 ， 加 5 MRR 
1 毫升 ， 观 察 溶解 情况 。 对 照 1 不 加 肝素 和 类 凝血 酶 ， 用 pH7,3，0.14 Tris -生理 盐 
水 (Tris: 生理 盐水 = 1 : 9 ) RR MR 2 ER, MIAME RPH7.3, 0.1M 
Tris - 生理 盐水 。 


给 药 和 采血 方法 

取 2 公斤 左右 的 家 免 10 只 ， 于 用 药 前 三 天 抽 心 血 ， 分 别 测 认 血 酶 原 时 间 (PT)， 癣 
血 酶 时 间 (TT ， 由 陶土 部 分 凝血 活 酶 时 间 KPTT) , FRA (Poe) 含量 以 及 
葡萄 球菌 狂 集 试验 (SCT) 的 正常 值 。 用 生理 盐水 配制 成 10 毫 升 堪 右 的 类 褒 血 酶 溶液 ， 
按 0.25 毫 克 | 公 斤 的 剂量 给 家 免 作 耳 静脉 注射 ，10 分 钟 注射 完毕 。 用 药 后 7 、2 4、4 8 小 
时 分 别 采 心血 作 上 述 各 项 指标 的 测定 。 


TERRI IER 〈Ristocetin) HARM 

取 2.5 克 CNBr 激 活 的 Sepharose-4B， 用 500 豪 升 0.001JHCI 深 胀 ， 洗 淋 。 将 100 3 
W Ristocctin HF-F 302 0.5M NaCI IM, pH9.0NaHCO,-Na,COs Remi, FA 10 
EF te RHE Dh WO SRG DE BR BE MES» HEE RR DAE PR, TCHS He WE BE BERE 
站 柬 后 将 凝 胶 转移 到 约 4 毫升 pH9.0 的 1 村 乙醇 胺 ,再 于 室温 反应 2 小 时 , 最 后 用 上 述 绥 
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冲 液 及 含 0.5A7 NaCI 的 pH4.0，0.17 栈 酸 缓冲 液 交 替 洗 洗 4 一 5 次 ， 装 柱 1.2 8.0 
米 ) 备用 。 

兔 血 效 约 6 毫升， 加 入 2 毫升 Trayslol (800 单 位 /毫克 ) ，35 毫 克 = ROM GR 
终 浓度 0.044)， 上 于 固 相 化 Ristocetin 柱 ， 流 速 约 1 一 2 毫升 /小 时 ,流出 液 再 上 柱 一 次 ， 
使 之 充分 吸附 。 然 后 分 别 用 pH7.3，0.1 邓 如 酸 缓冲 液 〈 含 0.011 柠 楼 IE, 0.001 
EDTA, 0.15MNaC)) , 1 MNaCl (于 上 述 缓冲 液 中 ) 洗 脱 未 吸 足 蛋 A. BAAS 
8 1 尿素 的 pH7.0，0.05MTris-HCI 组 冲 液 洗 脱 吸 附 的 Fbg， 透 析 去 盐 ， 冻 干 备用 。 

PT, TT, KPTT, SCT, Fbg 定 量 测定 以 及 加 甲 蔷 胺 兰 凝血 酶 时 间 均 参照 瑞金 医 
院 常 规 方 法 进行 ， 

1 ,凝血 藤原 时 间 (PT) 测定 ”到 0,1 豪 升 抗 凝血 妆 和 0.1 变 升 免 脑 粉 浸出 液 (150 
毫克 免 脑 粉 加 生理 盐水 2.5 毫 升 ) ， 加 于 小 试管 内 ，37°C 水 浴 保 温 1 一 2 分钟， 迅速 加 
入 经 37°C 预 保温 的 0.025MNaCl,0.1 毫 升 , 同时 按 动 秒表 ， 轻 摇 试 管 。 SAAR 
停止 流动 时 ， 立刻 记 时 ， 重复 一 次 ， RP EE 

2 . 白 陶 土 部 分 凝血 活 酶 时 间 (KPTT)》 测定 抗 凝 血浆 0.1 毫 升 ， 加 充分 混 匀 的 
由 陶土 部 分 凝血 活 酶 试剂 0.1 毫 升 ， 混 匀 ， 置 37*C 水 浴 内 ， 保 温 3 分 钟 ， 加 入 经 IPC 预 
保温 的 0.025MzCaCl,0.1 毫 升 ， 同 时 馈 动 秒表 ， 不 断 振 播 试管 ， 至 白 陆 土 颗粒 变 粗 时 ， 
记录 时 间 。 重 复 一 次 ， 取 平均 值 。 

3 .凝血 酶 时 间 (TT》 测 定 ESPOR, TO EIER PMO. EFR 
准 化 的 凝血 醉 溶液 正常 对 照 的 人 凝血 酶 时 间 为 16 一 18 秒 ) ， 立 即 开动 秒表 ， 记 录 血 浆 
ZE EEJ. 

4 TPR ESR IENE ERR PIA 0.05% HR W R 0.1 E 
St, ARMII, WAVRBITOKES F, MIMARO. R 
血浆 凝固 时 间 。 

5 .Fbg 定 量 测 定 OSE) 离心 管内 堵 0.5 毫 升 被 检 上 血浆 ， 9.5 毫升 12,5% 
Na SOs, #22), 37°"C 保 温 15 分 钟 , 离心， 沉淀 物 再 用 5 毫升 12.5%Nas*50s， 洗 淋 一 次 ， 
再 次 离心 ， 弃 上 清 液 。 

取 10% 标 准 白 蛋白 溶液 稀释 成 五 种 不 同 浓度 ， 各 取 0.05 毫 升 ， 分 别 加 1 毫升 生理 盐 
水 ，4 毫升 双 缩 孚 试剂 ， 混 匀 ，37°CG 保 温 15 分 钟 后 于 540mh 处 比 色 ， 得 标准 曲 线 。 经 
12.5%Na,SO, 沉 证 、 洗 旋 的 样品 ， 按 上 述 方法 加 入 生理 盐水 和 双 缩 逐 试 剂 ， 比 色 ， 根 
据 光 密度 值 在 标准 曲线 上 查 得 相应 的 蛋 岂 食量 。 

6 . 衔 萄 球菌 儿 集 试验 SCT ““ 用 生理 盐水 连续 稀释 受 检 血 清 《〈0.1 毫 升 ) 8 一 
10 管 ， 以 0.1 豪 升 缓冲 液 作为 阴性 对 照 。 分 别 加 入 0.05 毫 升 金 黄色 葡萄 球菌 〈 约 50 亿 个 
/毫升 ， 能 使 含 1 微克 /毫升 纤维 蛋白 原 的 备 奖 产生 猎 集 现象 ) ， 强 烈 振 落 试 管 2 分 钟 后 
即 加 0.5 毫 升 生理 盐水 ， 于 室温 中 静 置 30 分 钟 ， 有 明显 细 芮 独 集 的 最 后 一 管 为 终 点 。 如 
该 管 血 清 的 稀释 倍数 为 16 倍 ， 则 该 受 检 血 消 的 EDP 滴 度 为 1 : 16, 








类 凝血 酶 的 分 离 纯化 


1 AMMA BDFAE- 纤维 素 层 析 图 谱 。 对 各 选 脱 级 份 测定 其 精 氨 酸 酯 酶 活力 ， 
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Fig. 1. Elution profile of crude A, halys venom from DE-32 cellulose column 
column 3 x100em, flow rate 70ml/hr. collection 10ml/tube 


——absorbance at 280nm-rrerr sree activities of arginine esterase 
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以 粗 毒 注射 的 对 照 组 ， 小 鼠 全 部 死亡 。 类 凝血 酶 试验 组 全 部 存活 。 经 解剖 ， 跑 腹腔 
都 没有 发 现 出 血 点 ， 这 表明 所 得 的 类 凝血 酶 已 去 除了 神经 毒 和 出 血 毒 。 


类 凝血 三 对 XIII 因 于 的 影响 


晓 蛇 春 类 活血 酶 作用 于 Fbg 时 ， 首 先 释 放出 FFB， 然 后 是 FPA， 因而 形成 凝 块 所 需 
的 时 间 较 长 。 这 样 ， 在 歇 蛇 毒 类 凝血 酶 发 挥 作用 之 前 ， 血 奖 中 微量 被 激活 的 凝血 了 酶 就 有 
WEIS LOR. BPR A RPE, (AS ip fal Bee ERE 
MES, AAWE, By AE EEE A ae BES RE a eS RR G2) 。 
AN IN R AS BE i BERI TL HE AER R 

KHER, MRROBAR KH FT Lae AG RRR, 1176303) ppp ye 
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10 20 20 40 S0 & 
5 ! RRR A, Ha A HS He i RT 1 及 加 类 凝血 酶 但 不 加 肝素 的 对 照 2， 均 
于 34 MRR, ATS MRR Pop ARR. 由 此 说 明 蜡 蛇毒 类 凝血 酶 对 
XIII 因 子 无 激活 作用 。 | 
类 凝血 酶 对 凝血 系统 的 作用 


从 表 1 一 3 夏 出 ， 用 药 7 小 时 后 ，Fbg 下 降 为 正常 的 70% 左 右 。TT 明 显 延 长 ， 约 为 
正常 值 的 3 Ro TAPERED AE, 说 明 蜡 蛇毒 类 凝血 酶 的 作用 包含 有 类 肝素 物 


RI  . Cre ee SL Sop Sk Se Sh A) 


NO abet PT (种 ) KPTT (#) TT (é#) Fiet (8%) 
#4+5.D. P 平均 +S.D,， P 平均 士 5, 卫 ， 


S 


P 





MENO 平均 +S.D。 P 
= -一 一 一 


用 药 前 8.48 土 0.35 22.68 士 1.37 18.82+1.57 0.320 40.052 





7 小 时 6.1340.63 0.092 15.11 土 1.65 0.000 58.58+13.88 0.000 6,.229+0.04 0.001 


刷 药 后 24 小 时 T.9540.45 Q.000 = 29.89+3.51 0.000 17.5641.25 0.158 0.9440.028 0.623 


48 小 时 7.09+0.91 0.052 24.32 土 2.14 0.15 20.21 士 2.82 0.30 0.8640.028 0,105 


用 药 7 小 时 后 TT 及 加 甲 匠 及 苦 凝血 酶 时 间 测 定 





2 
TT (®) 40.2 67.7 69.2 34.0 41.2 63.0 76.0 61.5 63.0 70.1 
PSE TM CH) ， 27.2 30.0 36.0 25.0 33.2 37.3 75.0 30.0 51.0 30.2 
% 3 用 药 7 小 时 后 SCT 结果 
正常 ?小 时 24 小 时 4 小 到 
1:8~1:516 


AX 13241328 1 1266~ 1 :1024 1:32~ 1 :256 
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质 的 影响 。 作 SCT 呈 强 阴性， 证 明 这 种 类 肝素 样 物 质 来 源 于 降解 的 纤维 蛋白 原 碎 片 
(FgDP》。 用 药 24 小 时 ，PT、KPTT， 与 正常 的 相 比 略 有 增高 。 24 小 时 后 基本 恢复 
正常 。 
5 Fbg 对 Ristocetin 的 亲 合 力 观察 ， 
正常 免 血 浆 中 的 Fbg 可 用 置 相 Ristocetin 吸 附 ， 然 后 以 8 MRR (As a) 而 用 
药 7 小 时 后 的 Fbg 则 基本 上 不 被 固 相 Ristocetin 所 吸附 ， 表 明 它 与 Ristocetin 的 亲 合 性 质 
已 发 生变 化 〈 图 3b) 。 
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Fig. 3 Elution profile of fibrinogen from Ristocetin affinity column 
Fig. a normal plasma from rabbits 
o Fig.b plasma from rabbits ?hr after incubation with thrombinlike enzyme 


ESRR EP FL SME, CEFF MARR PA, 因而 生 
成 的 纤维 蛋白 单 体 FM 只 产生 直线 到 合 ， 而 不 引起 侧 向 取 合 。 同时 它们 大 多 不 作用 
于 XII 央 子 ,因而 不 产生 纤维 蛋白 分 子 之 间 的 链 间 交 联 。 这 样 形成 的 纤维 蛋 风 的 凝 块 比较 
脆弱 ， 易 于 受 体 内 纤 深 系统 的 作用 而 被 深 解 。 这 是 类 涛 血 醇 在 体内 抗 疑 作 用 的 理论 基础 
Zm, HTE BE AS ag A EEKE EE, ERLARGAKB, HRF 
ZA. RAM, KWCVNCEABKALAN SHR, BBS OF 
ARERR AMKMER, BEDy BR, BME (Echis carinaius) IRR 
ii ee Ecaring: AF Pog RR ARR Bak, 它 在 动物 体内 也 可 产生 脱 纤 原 
作用 。 

WHAABTLIOW, RHOMSUBRRABRAA RRR, B57 
小 时 后 ， 血 桨 中 Fbg 水 平 可 降低 70%% 左 右 。 TMM ERR BEER SKATER 
Z, H2 7 小 时 后 ， 尽 管 族 血 本 时 间 已 延长 至 正常 值 的 3 悦 ，， 但 Fbg 的 含量 却 只 下 降 
了 30%% 左 右 ， 即 Fbg 的 定量 与 次 血 时 间 的 延长 不 一 致 。 其 可 能 的 解释 是 ， 用 药 后 兔 Fbg 在 
KALB MRE BO, BMPR AM REA, WEE MP AR 列 
.处 构 区 域 参 与 聚合 作用 ， 其 中 一 列 习 于 Aa 链 和 端 第 17 一 19 区 域 和 Y 链 C 增 第 313 一 410 
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RRA, MRE Me TM, POR R RARE. BAT 整个 分 
子 大 小 变化 不 显著 ， 用 12,5% Nas5O: 仍 能 将 它们 沉淀 下 来 ， 因而 表现 出 Fbg 含 量 下 降 
不 多 而 TT 仍 明显 延长 的 现 但 。 

为 了 证 实 这 一 息 设 ， 我 们 观察 了 用 药 前 后 血浆 Fbg 对 Ristocetin 的 亲 合 力 。 HR HK 
明 ， 正 常 的 Fbg 与 Risiocetin 有 很 高 的 亲 合 力 ,而 用 药 后 此 种 亲 合力 要 妮 得 多 。 测 定 层 析 
后 两 者 的 Fbg 含 量 ， 后 者 要 比 前 者 低 得 多 ， 约 是 前 者 的 15% 左 右 。 说 明 体 内 实际 失去 R 
合 能 力 的 Fbg 低 于 用 沉淀 法 定量 得 出 的 数值 。 将 二 者 分 别 做 5D5 凝 胶 电 访 ， 实 验 结果 也 
符合 上 述 结 论 。 说 明 经 过 晶 蛇 毒 类 凝血 酶 的 作用 ， 虽然 以 沉淀 法 测定 的 Fbg 含 量变 化 不 
大 ， 人 得 质 却 发 生 了 很 大 改变 。 大 部 分 Fbg 分 子 失去 了 束 合 能 力 ， 导 致 [ 工 延 长 。 

另 一 方面 ，Fbg 被 峡 蛇 毒 类 凝血 酶 降解 后 所 形成 的 产物 FgDP 也 有 可 能 抑制 纤维 和 
包 的 聚合 ， 而 使 TT 延长 。 用 甲 茶 赚 兰 作 纠 生 试 验 可 部 分 纠正 TT 的 延长 ， 说 明 降解 后 的 
产物 确 有 类 肝素 物质 存在 。 进 一 步 用 SCT 测 得 正常 免 血 清 为 1 : 4-1 : 8， 而 用 药 7 
小 时 后 最 低 者 为 1 : 256， 最 高 者 达 1 : 1024， 说 明 用 药 后 产生 了 大 量 的 Fbg 的 降解 产 
物 ， 因 而 造成 TT 大 大 延长 。 

在 实验 中 吏 罕 到 PT、KPTT 在 7 一 24 小 时 肉 仅 巾 有 延长 ， 这 表明 在 反映 Fbg 案 合 性 
能 上 TT 景 敏感 ， 亦 即 作 为 妍 血 因 子 [的 Fbg 在 体内 变化 最 大 。 而 内 、 外 源 系 统 中 其 他 凝 
血 因 子 基 本 上 与 正常 的 相 接近 。 对 类 凝血 了 酶 体内 抗 凝 机 制 的 研究 ， 无 颖 将 为 类 凝血 酶 在 
临床 应 用 上 提供 理论 基础 。 
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ANTICOAGULATION EFFECT IN VIVO OF THE 
THROMBIN-LIKE ENZYME FROM AGKJSTRODON 
H ALY S PALLAS IN RABBITS 


Jiang Zhiping Guan Lifeng* Jiang Kexian Zhang Xia* 
Zhi Limin** Wang Hongli##* Qi Zhengwu* 
(Shanghai Institute of Biological Products; Shanghai) 


The thrombin-like enzyme from Agkistrodon halys Pallas, at a dose of 
0.25mg per kg of rabbits, i, v., caused a remarkable prolongation of plasma 
thrombin time which could be corrected by an addition of toloninm chloride, 
It was due to the decrease in the level of fibrinogen, furthermore, the nature 
of fibrinogen appeared to be changed substantially, demonstrated by the ap- 
parently weak affinity to immobilized ristocetin.in comparison with that of 
the untreated animals, The staphylococcus clumping test showed a considerable 
degradation of fibrinogen, resulting in the formation of FDP, The experiment 
in vivo indicated that the enzyme did not activate factor XII, 

The results suggested that the anticoagulation effect of the enzyme was 
involved in both the qualitative and quantitative change in fibrinogen and the 


production of FDP after injection of this enzyme, 
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